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dil (UV. ycticebus coucang) 和 
T4 Bg (Tupaia belangeri chinensis) 


mtDNA 10 种 限制 酶 物理 图 谱 
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未 研究 用 10 种 限制 性 内 霜 酶 对 蜂 猴 和 树 史 肝脏 线粒体 DNA 进 行 了 从 析 。 蜂 肛 载 数 体 DNA，BglT Hind 
I. PstI, Sal T 和 Xio 34 R1 THA, EcoRI, Bgl E IPvo E 4 2 Wa, BamHI 和 EcoR V 分 别 有 
3 AUA. SE RRIRAHDNA, Bgl E. Hind. Pst I, Sal I 和 Xho T 均 只 1 十 切 点 ，BamHI、BglT 
和 Pvu 下 分 别 有 2 个 切 点 ，EcoR 1 有 3 个 切 点 ，EcoR VA 4 THA. RRA AT We H BARAA F 
量 ， 建 立 了 蜂 狼 和 树 锡 线粒体 DNA 的 物理 图 诺 。 
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高 等 动物 线粒体 DNA (mtDNA) 是 共 价 闭合 的 环 状 双 链 DNA (Parker, 1977), 
分 子 大 小 为 16,5kb 左 右 〈Brown，1983)， 每 个 细胞 中 有 1, 000~10, 00038 1 (Clayton, 
1982) 。 基 因 组 的 组 织 结构 简章、 稳定 ， 进 化 速度 为 单 拷贝 核 DNA 的 5 一 10 售 Brown 
wÆ, 1979), EHRE fE (Giles, 1980) , 

由 于 mtDNA 具有 上 述 特点 ， 近 年 来 在 近 缘 种 或 种 内 种 群 间 类 缘 关 系 的 研究 中， 
mtDNA 的 研究 得 到 了 普遍 的 重视 ， 取 得 许多 令 人 志 目 的 结果 。 有 关 册 长 类 mtDNA 的 研 
St. HARTA (Brown, 1980) 、 X ( Ferris, 19818, b) Al HR (Harihara 
5, 1988, HayasakaS&, 1988) 。 资 料 尚 不 系统 。 

妖 猴 是 一 种 低 等 灵 长 类 动物 。 树 鸯 的 分 类 地 位 至 今 仍 有 争议 RRT, 1988 
Luckett, 1980) , 

AS Bro FH LOOPS TE P3 IBS 3) A Rt mtDNA, FELH mtDNA 物理 
谱 ， 旨 在 为 进一步 系统 研究 灵 长 类 mtDNA 的 进化 及 树 购 分 类 地 位 的 确认 提供 资料 。 





* 徐 林 同志 为 我 们 提供 了 部 分 实验 材料 ， 特 此 致谢 。 
本 文 1989 年 ? RITA, M412 Aon es, 
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材料 和 方法 


1. 动 物 案 源 ，3 RRR CN ecticebus coucang bengalensis) 产 于 云南 ，4 Re 
(Tupaia belangeri chinensis) 捕 自 世 明 近郊 。 

2. 试 剂 ， 限制 性 内 切 酶 BamH 1 购 自 上 海 药 物 研 究 所 ,内 切 酶 EcoR I, Hind E , Pst T, 
Bell 及 琼 踢 糖 、 牛 血清 白人 蛋白 (BSA) 、 二 硫 苏 糖 术 《DTT)》 购 自 上 海 生 物化 学 研究 所 
东风 生化 试剂 厂 。 其 余 内 切 酶 均 购 自 中 国医 学 科学 院 基础 医学 研究 所 。SDS 为 国产 化 学 
ae CAMB i) 。 其 他 试剂 均 为 国产 A 、R 级。 

3. mtDNA 的 提取 :， 取 新 鲜 或 冻 存 的 肝脏 组 织 ， 按 本 实验 室 改进 的 方法 〈 张 亚 平 、 施 
立 明 ，1990， 制 备 mtDNA 样 品 。 — 

4. 限 制 酶 消化 ， 用 于 分 析 mtDNAA 的 限制 酶 包括 BamHI、BglI、BglI 、EcoRTI、 
EcoR V, Hind, Pst], Pvul , Sall 和 Xho 1 ， 共 10 种 ， 反 应 条 件 人 参照 各 自 的 产品 
说 明 书 。 样 品 中 加 入 3 们 的 过 量 限制 酶 ， 于 37°C 水 浴 中 保温 4 小 时 ， 再 置 于 65°C 水 溶 中 
5 一 10 分 钟 以 终止 反应 。 

5. 琼 脂 糖 凝 胶 电泳 ， 配 制 0.9% 的 琼脂 糖 平 板 凝 胶 。 电 沪 绥 冲 流 为 0.0892M4 Tris- Sy 
酸 一 0.00237 EDTA 缓 冲 液 ，p 虽 8.0。 电 泳 电压 为 3Y/cm。 在 室温 下 电泳 10 一 12 小 时 。 
Me age (24g/mD We, RSM PRR, TAR. 

6. MtDNAR BE BSF RE. ATOR ote RSE BE 3d T 
Æ. WHind¥ /EcoR I /ADNA 作为 分 子 量 的 标准 ， 技 各 片段 分 子 量 的 对 数 与 其 相对 迁 
移 率 的 倒数 绘制 标准 曲线 ， 测 定 未 知 片段 的 分 子 量 。 

7. mtDAN RRMA RANGA. 单 酶 消化 所 得 片段 按 其 分 子 量 由 大 到 小 的 顺序 ， 以 
该 酶 名 称 加 上 英文 到 写字 枉 岩 示 ， 例 如 ，BamH I-A, BamHI-B 等 。 双 酶 消化 的 片段 
用 单 酶 消化 片段 的 和 名称 加 上 第 二 个 酶 的 名 称 表 示 , 并 按 分 子 量 大 小 的 顺序 后 怒 加 1 、2 、 
3, fi See BamH I -A 片 段 被 EcoRY 切 为 BamH [ /EcoR V-A, BamH [ /EcoR Y 
-A,, BamH I /EcoR Y -À, 3 个 片段 等 等 。 


结 m 


1.8 3E mtDNA. £5 ARANAN Fr ES 5T E 

ERE mtDNA 经 10 种 酶 分 别 消 化 ， 用 琼脂 糖 凝 胶 电 泳 分 析 ， 电泳 图 谱 见 图 la。 结果 
RH: Beli Hindy PstI, Sali 和 Xho 1 FER MmtDNA LANA 1 个 切 点 ; EcoR 1 、 
Bgl E 和 Pvul 分 别 有 2 个 切 点 ，BamH I 和 EcoRY 分 别 有 3 个 切 点 。 

Seige mtDNA 经 双 酶 消化 ， 用 琼脂 糖 凝 胶 电 泳 分 析 ， 电 泳 图 谱 见 图 2 。 各 片段 的 分 
子 量 列 于 表 1 。 | 

2.B NI mtNDA£2z RANNER ERES SFE 

Sky mtDNA 1 OF RE Wk. MEAE ika BERE, AR 
#9, BglT, Hind Pst]. Sal] füXho II 在 树 哆 mtDKRNA 上 各 只 王 个 切 点 ; BamH 1. 


增刊 SEE E. SER CV ycticebus coucang) fil pi Ka(Tupaia belangeri chinensis}mtDNA 10S BER 832 


Bgl | 和 PvuI 分 别 有 2 个 切 点 ，EcoR I 有 3 个 切 点 ，EcoRY 有 4 个 切 点 。 
BIB] mtDNA 经 双 酶 消化 ， 用 琼脂 糖 凝 胶 电 泳 分 析 ， 电 泳 图 谱 见 图 3 。 各 片段 的 分 
子 量 见 表 2 。 l l 
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a; slow loris, by tree shrews 


X1 妖 虱 mtDNA 恨 制 性 片段 的 分 子 量 


Table 1. Molecular weight of the restr- 
iction fragments of mtDNA from slow loris 
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B 3.5 

C 1.4 

Bam H] xEco R V 

A 13,8 Al 10.7 
AÀz 1.7 
As 1.4 

B 1.7 — 

C il C: 0.6 
Cz 0.5 

Bel I xEco R V 

A 11,9 A1 6.4 
Ad 3.9 
As lod 
Ag 0.6 

B 4.7 一 一 

Bel J xEco R V xBel J 

A 16.6 Al 6.8 Al 10.3 
Aa 1.4 Az 4.7 
As 3.9 As 1.6 
Ag 1.4 

Eco RJ xEco R V xBgl 1 

A 135 Al 6.7 Al 73 
As 3.9 A2 °° AT 
As 1.3 Aa 1.5 
À 4 iad 

B 3.1L = 





























ot x 10% 
i£» 
Hind E xEco R V xBgl I 
A 16.6 A1 9.1 A1 8.1 
Az 3.9 Ag 4.7 
Aa 2.2 Aa 4.9 
Ag 1.4 
Pst J xEco R V xBel I 
A 16.6 Al 11.3 Al 8.0 
Az 2.! Az 4.7 
Aa 1.8 As 3.8 
Aa L.4 
Sal I xEco R V xBgl J 
A 16.6 Al 10.0 Al 7.2 
Ag 3.9 Ag 4.7 
As 1.4 As 4.7 
Ag 1.3 
Pvu 1 xEco R V xBel I 
A 9.5 —m A1 4.7 
Ac 4.7 
Aa 4.5 
B 6.7 Bi 3.9 
Bs 1.4 
Ba 1.2 
B: 0.2 
Xho I xEco R V xBr I 
A 16.6 Ai 9.9 Al 8.2 
Ax 3.9 Az 4.7 
As 2.3 As 3.7 
Ai L4 
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Fig: 2. LElec:rophoretic palterns of the fragments of mtDNA from slow foris 


obtained by double-enzyme digestion. 


3. RE SE CR mIDNA By ye Be 

1) EcoR V Ren hE 

EcoR V ERR mtDNA 上 有 3 个 切 点 ， 出 现 EcoR Y-A EcoR Y -B ffEcoR V -C 3 
个 片段 。 这 3 个 片段 只 有 1 种 排列 方式 ， 查 可 以 有 两 种 取 癌 。 RNEER — $9 27 DI 
EcoR V -C—EcoR V -B—EcoR YV -A WEP I, J3EpAJEcoR V -CfHEcoR V -A ze iB] xk 
点 为 零点 ， 如 图 4a 所 示 。 

2) BamH I Ef Hr RE 

BamH I X£EXEmtDNASUIJE A. B, C83 HE EE, BamH [ -A # EcoR V jj Bam 
H I /EcoR¥-A,, Az, A,3/- H Ez, BamH I -CEEcoR V gym BamH | /EcoRY-C,, 
C, 2 个 片段 。 其 中 BamHI /EcoR V -A,HlEcoR V-C; BamH I /EcoR V-A, #1 BamH 
I /EcoR Y -C, 2A ^x FEcoR V A, mi BamH [ /EcoR V-A,, BamH I -B, BamH [ 


& "9 omg x 10% 








/EcoRY-C， 3 WELZ AIS FEcoR V-B, 数据 见 表 1 。 由 此 可 判断 ，BamH I ffo 3 个 切 
点 分 别 位 于 基因 组 的 19%、298% 和 36 只 处 ， 见 图 4a。 

3) BIE Fé ft Hr EX E 

Bgl I 将 蜂 猴 mtDNA UDEA.B2^4HE, UglI -AmSEEcoR Y 切 成 Bgll /EcoR Yy- 
Ai, AQ. AsMA, 4H B, Ap BglII /EcoR V-A, BU EcoR Y-B; Bgl I /EcoR V 
-As* 即 是 EcoRY -Ci mjBglD /EcoRV-^A,, Ay, Ba3 个 片段 之 和 等 于 上 coRY-A。 由 此 
AW, Beli 的 2 个 切 点 分 别 位 于 基因 组 的 68 史 和 96 忠 处 ， 见 图 所 。 

4) Bgl I 酶 解 片 段 图 

Bel I 将 蜂 儿 mtDNA 切 成 Bz] ]-A i+ KBE, Bel | -Agk EcoR V Bel I /EcoR Y 
-Ån Án As, Avd SH OBE, BolT Hik Bel] /Bel i- A. ASS H+ OB RES Ht 
Bgi I /EcoR Y-A,, A, 分 别 即 是 EcoR Y- B, C, iij Bel] /EcoRV-A,, A2 Hr EE e 
和 等 于 EcoRY -A。 由 此 判定 Bgl | 切 点 位 于 下 coRY -AH BS E, 同时 Bgl I /Bg] I -4 
点 ;之 和 等 于 Bell -A， 数 据 见 表 1 。 据 以 上 分 析 可 确定 Bel I 切 点 位 于 基因 组 895926 Mb 

《图 4a) 。 
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Fig. 3. Electrophore-ic patterns of the fragments of mtDNA from iree shrew 


obtained by double-enzyme digestion- 
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% 2 掺 有 购 mtDNA 限 制 性 片段 的 分 子 量 IU oM EE c AEN. 
Table 2, Molecular weight of the A 16.2 Al 9.5 A1 5.5 
restriction fragments of mtDNA As 6.7 As 53 

from tree shrew As 3.2 

Eco RV Ag 2.1 

人 As 0.1 

A 5.5 "Cu eee) ee, a | ee 

B 8.3 sa ma ics ils ccna 

C 3.3 A 16.2 Ay 9.5 Al 5.5 

D 2.1 A3 4.5 A2 4.1 
Bam HI E DRE n Ag 2.2 As 3.3 

LE ON A a RUNS Ag 2.1 
a 9,5 s 
As L.2 
B 6.7 EE QN MENU 
e ag eee - - E Bel I xBam HI xEco RY 
Sal I xEco RV mises st RO I I ELM bs 
i acc aa ara cea A 16.2 Ay 9.3 Aa 5.5 
A 16.2 Al 5.5 
AZ 6.7 Ag 3.6 
As 5.3 
As 9.2 As 3.3 
Ag 2.2 
Ad 2.1 
Ag 2.1 
As 1.7 
A 3 1,3 ————— ———————— i ge = sy i 
I EN "—— — Bgl I xBam H] xEco RV 
Pyu Í xEco RV = os meats pom i EE 
en a CUNEO ES ae A 613.1 Ay 6.7 Ai 2.3 
A 14.1 Ad 5.5 
Ag 4.0 Ay 3.3 
ÀA? 3.3 f 
As 2.4 As 2.1 
Aa 3.3 
Ad 2.1 
A 2.1 
1 B 3.1 一 一 M 
As 0.1 EE = NUN 

B $4 Eco RI xBam HI xE«o RV 
Xho 1 xHam Hj ico RY AO ni Ar Ss a dum 

OO Aa i.d Aa 2.5 

A 16.2 Ad 9.0 Ay 5.5 As 2.1 

Ag 6.7 A2 4.0 B 7.7 Bi 6.3 Bı 3.3 

As 0.5 As 3.3 Bz 2.3 B: 2.4 
Ad 2.1 Ba 2.0 
Ag 1.3 C 0.6 = scr 
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5) EcoR 1 RA RA 

EcoR I 3&3 mtDNA PR EcoR I-A, B24 HE, EcoR I -A $E EcoRV Wm 
EcoR J /EcoR ¥-A,, ån, As, A, 4 个 片段 ， 被 Bgll 切 成 EcoF I /BglI -A,,A., A43 
个 片段 。 其 中 , EcoR | /EcoR Y -Á;, AvP SE EcoR V - B, C, 而 EcoR I /EcoR V-A, 
A, B3 片段 之 和 等 于 EcoRY-AA。 由 此 初步 确定 EcoR 1 2 切 点 均 位 于 EcoRY -A 片段 
之 上 。 同 时 ，FceoR I /Bg! I-A, 即 是 BgiI -B，EcoR I /BglT-A,, As. 8B3 片 段 之 和 
等 于 BglI -A， 数 据 见 表 1 。 进 一 步 断 定 EcoR I 2 切 点 分 别 位 于 基因 组 的 40%% 和 59%% 处 

(Fda) 。 

6) Hind E ie fH Be [S] 

Hind E eee mtDNA W Hindi -A 149 ER, Hind] -A g EcoR V 9j Hind J / 
EcoR Y-A,, An Asy Aad 个 片段 ; 被 BEI IT Ulp Hind] /Bel¥-A,. A. As 3 个 片段 。 
# Hind E /EcoR Y-A,, A,4} A EEEcoR V-B, C, HindE /EcoR Y-À,, A, 之 和 ， 等 
于 EcoRY -A。 由 此 初步 确定 Hindi PiE EcoR V-A HH RE. PY, HindE /Bel 1 
-An å 2 片段 之 和 等 于 BglI -A， 数 据 见 表 1 。 可 进一步 断定 Hind] 位 点 位 于 基因 组 
的 449%6 处 《图 4a) 。 

7) Pst I 酶 解 片 段 图 

Pst | 将 峰 猴 mtDNA 切 成 Pst I-A 1 PHBE, Pst I -AgEECoR V 切 成 PstI /EcoR y- 
A, An As À.4 AH BE, Be Bel EI me Pst 1 /Bel I-An An ASSPHE He 
Pst I /EcoR Y-A,, Ay 2¢ BIS EcoR Y-A, C, mi Pst I /EcoR V -An A; 2 个 片段 之 利 
等 于 EcoR Y-B。 由 此 初步 确定 Pst | 切 点 位 于 EcoRY-B 片 段 之 上 。 同 时 , PstI /Bel i- 
An A2 片段 之 和 等 于 Bel -A， 数 据 见 表 1 。 进 一 步 断 定 PstI 位 点 在 基因 组 的 39% 
Ab (图 4a) 。 

8) Sal I 酶 解 片段 图 

Sal 工 将 峰 猴 mtDNA 切 成 Sal I - 1 PHBE, Sal -A 被 EcoRY 切 成 Sall /EcoR V - 
Aj An As, A4 PHBE, HEBEL E 切 成 Sal 1 /BglI-A, An A3 个 片段 。 其 中 >alI ， 
EcoR Y -A,, A, Bf 4} #] Jj EcoR Y -B, C, Ti Sal] /EcoR V-A, À,2 片段 之 和 等 于 
EcoR VY -A。 由 此 初步 确定 Sal I 位 点 位 于 EcoRY -A 片段 上 。 辣 时 ， Sal ] /Bgll -A., 
As 之 和 等 于 BglE-A， 数 据 见 表 1 。 进 一 步 断定 Sal I 位 点 在 基因 组 的 39%% 处 《图 4a) . 

9) Prul 酶 解 片 段 图 

Pvt 王 将 蜂 钦 tmtDNA 切 成 PvufT-A、B 2 个 片段 。Pvul -B :& EcoR V Wm Pvud / 
EcoRY-B,, B, B, Bad 个 片段 ， PvuIT-A 则 被 BglI 切 成 PvuI /BglT -An ^n A43 
个 片段 。 其 中 Pval /EcoR V-B, B,4b5EcoRYV-B, C, ijPvul /EcoR Y-À, B, 
B 3 片段 之 和 等 于 EcoRY -4A。 由 此 初步 确定 Pvu 王 的 2 个 切 点 均 位 于 已 coRY-A 片 段 之 
上 。 同 时 ，Pvu /Bell -A 六 ,、 和 六，、B 之 和 等 于 Bgl1 -A， 数 据 见 表 D. H— APE 
的 2 个 位 点 分 别 在 基因 组 的 38% 和 99% 处 (Eda) 。 

10) Xho [ Bf Fr Ez B 

Xho [ ki mtDNA 切 成 Xho p -À 179; E, Xho I-A # EcoRV Jj jg Xho T / 
EcoR V -A,, A, As, Aad SHEE. Bel I 切 成 Xho I /Bel E -A,, An ^43 个 片段 。 
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HH Xho] /EcoRY-A,, A,42:8]JEEcoR Y-B, C, fgXhol/EcoR Y-A,, A; 之 和 等 于 
EcoRY-A。 击 此 初步 确定 XhoI AATF EcoRV-A HERZ b, Ait, Xho] /BelI- 
An As 之 和 等 于 Bgl 开 -点 ， 数 据 见 表 1. uE— 2B DOE Xho I fu sx Ye 3E DAD £0 [94596 Ab 
(图 4a) , 

综 上 所 述 ， 我 们 可 得 到 10 种 限制 酶 的 蜂 猴 mtDNA 物理 图 谱 ， 见 图 4b。 

4. 建 立 树 购 mtDNA 的 物理 图谱 

按照 与 以 上 相同 的 方法 分 析 树 网 mtDNA 的 酶 解 结 果 。 可 同样 得 Lorh ES Y) ES 
mtDNA 物 理 图 谱 ， 见 图 5 。 
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Fig. 4. Linear restriction enzyme map of mtDNA from slow loris. 
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Fig. 5. Linear restriction enzyme map of mtDNA from tree shrew 
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本 文 用 BamH D. Bell , Bgii, EcoRV, EcoR I ,Hind K, PstI, Pvug, Sal EZ 
Xho 1 8) ERR BURIUNG ARH BRR HAm DNA f A EU E, HEER, 3 
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UG BBG A BER Ape eT CA, RE oF N DCN HE SE Ap BUD ie H R 
EE, ADRRRRA RR, RRR PARR, RIT DULL HR GRO 
BRA ROSE, BERRA BA, Hie RmtDNAMBe_l | /EcoR V-A RAY 
大 小 为 0.6kb。 

从 图 4 、5 中 可 看 出 ， 酶 解 位 点 在 蜂 猴 和 树 购 的 mtDNA. 上 分 布 并 不 均匀 ， 意 昧 着 
酶 切 位 点 明 非 随机 分 布 。 这 种 现象 在 其 他 一 些 动 物 中 也 有 发 现 ， 但 其 意义 还 不 清楚 。 

有 关 灵 长 类 mtDNA 的 研究 虽 有 一 些 报道 ， 但 仅 限 于 少数 种 类 ， 尤 其 对 低 等 灵 长 类 
mtiD、\ 拉 的 研究 至 今 尚 无 人 问津 。 本 文 研 究 的 蜂 猴 ， 系 低 等 灵 长 类 动物 ， 而 树 痪 则 是 分 类 
地 位 有 争议 的 动物 。 许 多 学 者 颁 向 于 接受 树 痪 是 原始 灵 长 类 动物 的 观点 (Martin, 1979), 
也 有 人 提出 应 另 立 一 目 称 抑 哆 目 (Scandentia) (Corbet 和 Hil，1980)。 还 有 人 认为 应 
IAT SRA. MAIC RAR mtDNA 的 物理 图 谱 中 ， 虽 然 得 到 的 数据 还 不 足 
以 确定 他 们 之 间 的 亲缘 关 系 。 但 我 们 的 工作 为 进一步 系统 研究 灵 长 类 mtDNA 的 进化 和 
树 误 的 系统 发 生 提 供 了 基础 资料 。 
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RESTRICTION MAPS OF MITOCHONDRIAL DNA 
OF SLOW LORIS AND TREE SHREW 


Zhang Yaping* Zhang Bing Shi Liming 
(foint Laboratory of Primatology, KIZ & Y NLPC) 


The mitochondrial DNAs (mtDNAs) from slow loris (N ycticebus coucang 
bengalensis) and tree shrew (Tupaia belangeri Chinensis) liver were digested 
with ten restriction endonucleases, One site for Bel {, Hind, Pst}, Sall, 
Xho J ; two sites for EcoR], BglE, Pyvu]; and three sites for BamH IJ , EcoR v 
were found on the mtDNA from slow loris, One site for Bgl, Hind K, PstI, 
Sali, Xho J; two sites for BamH I, Bgl I, PvuT,; three sites for EcoR | ; and 
four sites for EcoR Y were found on the mtDNA from tree shrew, The mtDNAs 
were also cleaved by ‘double-enzyme digestions with the above mentioned en- 
zymes. The fragments thus obtained and their molecular weights were estimated 
by agarose gel electrophoresis, Restriction maps for slow. loris and tree shréw 
were made according to the number and the size of those fragments obtained by 
single and double digestions, The distribution of cleavage sites Were found not 


to be random, 
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